











台木としては，「テレキ 5BB」（Vitis berlandieri×Vitis 
riparia，別称 :コーベル 5BB），「リパリア・グロワール・
ド・モンペリエ」（V. riparia，以下，グロワール），「101-


































千秋祐也 1），中島育子 2），土師岳 2），佐藤明彦 3），伊藤隆男 1）＊
（2020 年 10 月 2 日受付，2020 年 11 月 30 日受理）
　国内における生食用ブドウあるいは醸造用ブドウ栽培では，「テレキ 5BB」(Vitis berlandieri×Vitis riparia)，「グロワー





た．それぞれの 2 ～ 6 個体からはいずれのウイルス・ウイロイドも検出されず，無毒化台木母樹としての利用が期待で
きる．
キーワード :次世代シーケンス解析，台木，ブドウ，無毒化，RT-PCR






















































5BB」（JP 番号 :116434），「グロワール」（同 :116542），
「101-14」（同 :116521）の挿し木苗の鉢植え個体を供試
し，2016 年，2017 年，および 2018 年にそれぞれ処理を
行った（表 1）．鉢植え個体の温度処理は，4 月末～ 5 月
末に，昼 33℃／夜 28℃（各 12 時間，自然光）で開始し，
1 週間後に昼 38℃／夜 33℃（各 12 時間，自然光）の熱
処理の条件へ移行した．2017 年と 2018 年は加湿も同時
に行った．熱処理開始から 1 ～ 2 ヶ月後に 2 ㎝程度の茎
頂部分を採取し，0.1%Tween20 を含む次亜塩素酸ナト
リウム溶液（有効塩素濃度 1％）で 20 分間滅菌処理した．














テレキ 5BB 2016 8/19（42） 0/6（0）
2017 12/22（55） 3/12（25）
合計 20/41（49） 3/18（17）
グロワール 2017 8/11（73） 6/7（86）
2018 9/19（47） 3/9（33）
合計 17/30（57） 9/16（56）




aRT-PCR による検定結果（詳細は ,表 3 参照）
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3.	NGS解析
RT-PCR の結果を受けて，GFabV と GGVA 非検出
個体をそれぞれ選抜した．そのうち，「グロワール」と
「101-14」は，HpSVd および GYSVd-1 も非検出の各 6
個体を選んだ．「テレキ 5BB」では，ウイロイド陽性
のものも含めて 6 個体を選抜した．各個体から，2019
年 8 月に葉を 3 枚ずつ採集し，台木品種ごとに，それ
らの一部を混合して計 0.2g として，Plant/FungiTotal
RNAPurificationkit (Norgen) にて全 RNA を抽出し
た．全 RNA(2.3 ～ 4.3µg:57.4 ～ 109ng/µL) を，（株）
マクロジェン・ジャパンに送付し，TruSeqStranded










GenBank/EMBL/DDBJ デ ー タ ベ ー ス（ftp://ftp.ncbi.
nlm.nih.gov/blast/db/，2019 年 7 月時点）に登録のウイ
ルス・ウイロイド配列に対して，BLASTN による塩基
配列相同性検索，およびBLASTX によるアミノ酸配列
れら 4 種のウイルス・ウイロイドのみを対象として RT-
PCR を行った．GGVA は DNA をゲノムに持つため，逆
転写反応は不要だが，他の標的と操作を統一した．各個
体の葉柄（約 0.05g）からの試料調整は，マルチビーズ
ショッカーおよび 2ml 破砕チューブと 18mm 長メタル
コーン（安井機械）を利用して，NakauneandNakano
(2006)の粗抽出法に従って，2，500rpm60 秒にて行った．
2018 年は GFabV と GGVA のみを，2019 年は 4 種ウイ
ルス・ウイロイドを対象にして，2020 年は追試の必要
がある場合のみ，それぞれ RT-PCR を行った．2018 年
の GGVA 検定のみ，プローブ法を用いたリアルタイム
RT-PCR を行った．使用したプライマー・プローブは表
2 に示す．2018 年の GFabV 検定では OneStepRT-PCR







し，StepOnePlus リアルタイム PCR システム(Applied
Biosystems)にて，50℃15分後に，95℃20秒，95℃1秒，
60℃ 20 秒を 45 サイクル行い，Ct 値 37 以下を陽性と判
断した．
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表 2.本試験で使用したプライマー・プローブ
試験年 標的a プライマー・プローブ(5′–3′) 文献













aGFabV:ブドウファバウイルス ,GGVA:ブドウジェミニウイルス A,HpSVd:ホップ矮化ウイロイド ,
GYSVd-1:ブドウ黄色斑点ウイロイド 1
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ぞれ 8 個体と 11 個体から HpSVd が検出されたものの，
GYSVd-1 はいずれの個体からも検出されなかった．
2.	NGS解析
2019 年 の NGS 解 析 で は，「 テ レ キ 5BB」 か ら
48,907,782，「グロワール」から 58,541,926,「101-14」か







ション番号 MF979531）と 100% 塩基配列相同性を示す
297 塩基のコンティグが 1 つと，GYSVd-1 (AB028466)
と 100% 塩基配列相同性を示す 368 塩基のコンティグが
1 つ確認された．NGS 解析と RT-PCR の結果を比較す
ると（表 3），「グロワール」と「101-14」では両者が完
全に一致した．「テレキ 5BB」は，RT-PCR で HpSVd と























相同性検索を行った．LowestE-value が 0.001 以下の配
列について，さらに，同データベースの全生物種の配列







2020 年 8 月，上記と同様の手法により追試を行った．具
体的には，各台木品種について，前年までにウイルス・
ウイロイド非検出の 2 個体ずつを選抜し，計 6 個体を全
て混合した試料から 1.9µg (48.6ng/µL)の全 RNA を得
た．（株）マクロジェン・ジャパンに送付して NGS 解析
を行い，CLCGenomicsWorkbenchv.20.0.4 を用いてコ




熱処理と茎頂培養によって，「テレキ 5BB」では 41 個
の茎頂から 20 個体，「グロワール」は 30 個の茎頂から
17 個体，「101-14」は 60 個の茎頂から 19 個体の順化個
体を得ることができた（表 1）．各品種での獲得割合は
32 ～ 57% であり，生育に遅れの見られた「101-14」が最
も低率であった（表 1）．それらのうち，良好な生育を示
した 16 ～ 18 個体をそれぞれ RT-PCR に供試した．RT-
PCR による検定結果が全て陰性であった個体の割合は
17～ 56%であり，「テレキ5BB」が最も低率であった（表










GFabV は検出されなかった．GGVA は，「テレキ 5BB」
7 個体からのみ検出された．また，「テレキ 5BB」の 8 個
体から HpSVd，4 個体からは GYSVd-1 が，それぞれ検
出された．「グロワール」と「101-14」については，それ
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表 3.各台木品種の無毒化個体における RT-PCR と NGS 解析結果
RT-PCR（2018 年） RT-PCR（2019–2020 年） NGS 解析d
品種 試料a GFabVb GGVA GFabV GGVA HpSVd GYSVd-1 2019 年 2020 年
テレキ 5BB 2（17） c-c - NT NT NT NT NT NT
3（16） - + NT NT NT NT NT NT
4（16） - + NT NT NT NT NT NT
8（16） - + NT NT NT NT NT NT
21（16） - + NT NT NT NT NT NT
23（17） - + NT NT NT NT NT NT
27（17） - + NT NT NT NT NT NT
31（17） - + NT NT NT NT NT NT
5（16） - - - NT + + NT NT
8（17） - - - NT + - NT NT
22（17） - - - NT + + NT NT
30（17） - - - NT + + NT NT




4（17） - - - NT + - NT
5（17） - - - NT - - [-]
28（17） - - - NT + - NT
29（17） - - - NT + - NT
31（16） - - - NT + + NT
グロワール 1（17） - - - NT + - NT NT
4（17） - - - NT - - NT NT
8（17） - - - NT - - NT NT
9（17） - - - NT + - NT NT
18（1） NT NT - - + - NT NT
18（6） NT NT - - + - NT NT
18（7） NT NT - - + - NT NT
18（8） NT NT - - + - NT NT
18（10） NT NT - - + - NT NT
18（23） NT NT - - + - NT NT
2（17） - - - NT - -
-
[-]
3（17） - - - NT - - NT
7（17） - - - NT - - [-]
18（2） NT NT - - - - NT
18（3） NT NT - - - - NT
18（27） NT NT - - - - NT
101-14 6（16） - - - NT + - NT NT
24（16） - - - NT + - NT NT
17（4） NT NT - NT + - NT NT
17（5） NT NT - NT + - NT NT
17（8） NT NT - NT + - NT NT
17（9） NT NT - NT + - NT NT
17（10） NT NT - NT + - NT NT
17（25） NT NT - NT + - NT NT
17（26） NT NT - NT + - NT NT
17（28） NT NT - NT + - NT NT
17（30） NT NT - NT + - NT NT
18（10） NT NT - NT - - NT NT
17（3） NT NT - - - -
-
NT
17（11） NT NT - - - - NT
17（22） NT NT - - - - NT
17（27） NT NT - - - - [-]
17（29） NT NT - - - - NT
17（32） NT NT - - - - [-]
対照 TE - - - - - - NT NT
a各台木品種については個体番号を示す .下線 :ウイルス・ウイロイド非検出個体 ,TE:10mMTris·HCl,1mMEDTA,pH8.0
bGFabV:ブドウファバウイルス ,GGVA:ブドウジェミニウイルス A,HpSVd:ホップ矮化ウイロイド ,GYSVd-1:ブドウ黄色斑点ウイ
ロイド 1
c-:陰性 ,+:陽性 ,NT:未試験
d2019 年分は ,品種ごとに囲んで示した試料を全て混合して解析 .2020 年分は ,囲んで示した試料を全て混合して解析 .BLAST 検索に
よりウイルス・ウイロイド由来のコンティグを検出した場合はその略称を記す .










かに 10% で，陰性個体も得られなかった（表 1）．この処
理年の影響も，「テレキ 5BB」で無毒化個体の割合が低



























































いた NGS 解析で 3 万リードあれば信頼性のある結果が
得られると推察している．AlRwahnihetal.(2015)によ
るブドウの 2 本鎖 RNA を用いた NGS 解析では，6 百万
リードから生物検定と同等以上に正確な診断結果が得
られている．今回の NGS 解析では，経費節約と効率化
のために 6 試料を混合して 1 反応を行い，1 試料あたり
6.7 ～ 9.7 百万リードを得た（4 ～ 5.8 千万リード /6 試
料）．「テレキ 5BB」に関して，RT-PCR で GYSVd-1 陽
性の 1 試料を含む 6 試料を混合して実施した2019 年の
NGS 解析でも GYSVd-1 が検出されている（表 3）．それ
ぞれの NGS 解析について，対象とする RNA や解析の手
法は様々であり，一概に論じることはできないが，今回
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Elimination of viruses from three grapevine rootstock cultivars and 
certification using RT-PCR and next-generation sequencing
Yuya Chiaki1), Ikuko Nakajima2), Takashi Haji2), Akihiko Sato3) and Takao Ito1)*
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Summary
　In Japan, cultivars ‘Kober 5BB’ (Vitis berlandieri × Vitis riparia), ‘Riparia Gloire’ (V. riparia), and ‘101-14’ (V. riparia × 
Vitis rupestris) are used as rootstocks for table or wine grapes. As newly emerging viruses were detected from some mother 
rootstocks, elimination of viruses from the three cultivars was performed using thermotherapy and meristem culture. Among 
sixteen to eighteen clones obtained, we selected six clones each in the first screening by reverse-transcription polymerase chain 
reaction (RT-PCR). Mixed RNA extracts from the six were analyzed by next-generation sequencing. No viruses were detected 
from all the clones, although some of them tested positive for viroids. Consequently, no viruses and viroids were detected from 
two to six clones of all the cultivars. The clones will be utilized as rootstocks for virus-free vines in Japan.
Key words: certification, elimination, grapevine rootstock, next-generation sequencing, RT-PCR
 
